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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft das im Anspruch 1 angegebenc 
Verfahren zur Herstellung von Peptiden, Polypeptiden 
oder Proteinen. Die AnsprOche 2 bis 22 betreffen Aus- 
gestaltungen dieses Verfahrens, sowie Anspruch 23 des- 
sen Anwendung. 

Dabei wird nach der Methode der rekombinanten 
DNA vorgegangen. Bei der bekannten rekombinanten 
DNA-Technologie wird zur Herstellung des Gens, das 
in die Wirtszellen eingebracht wird, cntweder natUrliche 
DNA zerschnitten, um fremde DNA-Fragmente zu bil- 
den, oder es wird eine bestimmte fremde DNA aus ein- 
zelnen Nukleotiden synthetisiert. Die fremde DNA, aus 
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sche Copolymerisation der vier Arten von Deox- 
yphosphonukleotiden A, C, G und T, von den zwei En- 
den eines anfanglich linearisierten Expressionsvektors, 
gefolgt von der Bildung kohesiver Enden in einer sol- 
chen Weise, um einen stochastischen ersten Strang von 
DNA zu bilden, der von einem Molekul des Expres- 
sionsvektors gebildet wird, das zwei stochastische Se- 
quenzen, dessen 3'-Enden komplementar sind, besitzt, 
gefolgt von der Synthese des zweiten Stranges der sto- 
chastischen DNA. 

In einer zweiten AusfOhrungsform dieses Verfahrens 
werden stochastische Gene hergestellt durch Copoly- 
merisation von Oligonukleotiden ohne kohesive Enden, 
in einer Weise, um Fragmente stochastischer DNA zu 



dem das Gen hergestellt wird, das in die Wirtszellen 15 bilden, gefolgt von einer Ligierung dieser Fragmente an 

eingebracht wird, weist also in bciden Fallen eine defi- einen vorher linearisierten Expressionsvektor. 

nierte Nukleotid-Sequenz auf, durch die cin bekanntes Der Expressionsvektor kann ein Plasmid sein, insbc- 

Peptid, Polypeptid oder Protein exprimicrt werden soli. sonderc ein bakterielles Plasmid. Hervorragende Er- 

Aufgabe der Erfindung ist es, cin Verfahren bercitzu- gebnissc wurden unter Verwendung des Plasmid pUC8 

stellen, mit dem Peptide, Polypeptide oder Proteinc er- 20 als Expressionsvektor erhalten. 

zcugt werden kemnen, die Eigenschaften aufweisen, die Der Expressionsvektor kann auch cine viralc DNA 

dencn der in der Natur vorkommenden Peptide, Poly- oder cin Hybrid eines Plasmitfs und einer viralen DNA 

peptide oder Proteine Oberlcgcn sind. scin. 

Dies wird erfindungsgcmaB mit dem im Anspruch 1 Die Wirtszellen ktinncn prokaryontischc Zcllen wie 

gekennzeichneten Verfahren crrcicht. In den Ansprll- 25 z. B. HB 101 und C 600 oder eukaryontischc Zcllen sein 



chen 2 bis 22 sind bevorzugte Ausgestaltungcn des er 
findungsgemaQcn Verfahrens wicdcrgcgcbcn, und im 
Anspruch 23 eine vorteilhafte Anwendung dcsselbcn. 

Nach der Erfindung bestehen die Gene zumindest 
leilweise aus stochastischen synthctischen Polynuklcoti- 
den. Damit werden stochastische Gene oder Fragmente 
von stochastischen Gcnen in einer Weise hergestellt, 
dafl nach Transkription und Translation der Gene eine 
groBc Zahl (in der GrSBenordnung von mindestens 
10 000) vollstandig ncuer Proteinc in Gcgcnwart der 
Wirtszellen (baktcricllcr oder curkaryontischcr) gebil- 
det wird. die diese Gene, die zur Expression dieser Pro- 
teinc fahig sind, cnthaltcn, um danach cine Selection 
oder Screening unter diesen Kloncn vorzunchmcn, um 
zu bestimmen, wclchc von ihncn Proteinc mit den ge- 
wunschten Eigenschaften produziercn, z. B. strukturcl- 
ler, enzymattscher, katalytischcr, antigener, pharmako- 
logischer oder Ligandcncigcnschaftcn, und allgcmciner, 
chemischcr, biochcmischcr, bilbgischcr usw. Eigenschaf- 
ten. 

Es isl deshalb klar, daB die Erfindung eine 5ehr groBc 
Zahl von Anwendungcn auf schr viclcn Gcbietcn der 
Wisschcnschaft, Industrie und Mcdizin eroffnet. 

Bei dem erfindungsgemSBcn Verfahren wird also so 
vorgegangen daB. man gleichzeitig. im gleichen Medi- 
um, Gene herstellt, die zumindest tcilweise aus syntheti- 
schen, stochastischen Polynuklcotidcn zusammengc- 
setzt sind, daB man die so crhaltcncn Gene in Wirtszel- 
len einbringt, daB man die unabhangigen Klone der 
transformierten Wirtszellen, die diese Gene enthalten, 
gleichzeitig in einer solchcn Weise kultiviert, um die 
stochastischen Gene zu klon'icren und die Bildung von 
Proteinen zu erhalten. die durch jedes dieser stochasti- 
schen Gene exprimiert sind, daB man die Selcktion und/ 
oder das Screening der Klonc transformicrtcr Wirtszel- 
len in cincr Weise durchfuhrt. um dicjenigen Klonc zu 
identifizicren. die Peptide, oder Polypeptide mit minde- 
stens cincr gewunschten Aktivitat bilden, daB man da- 
nach die so identifi/icrten Klonc isoliert und daB man 
dicsc kultiviert. um mindestens cin Pcptid. Polypeptid 
oder Protein mit dieser Eigcnschaft zu produ/icrcn. 

In cincr ersten Ausfuhrungsform dieses Verfahrens 
werden stochastische Gene hergestellt durch siochusit 
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Wcnn das Verfahren gemaB der zweiten oben er- 
wahnlcn AusfOhrungsform verwendet wird, ist es rntig- 
lich, Oligonuklcotidc zu verwenden, die eine Gruppc 
palindromischer Oc'amcrer bilden. 

Insbcsondere gute Ergebnissc werden erhalten unter 
Verwendung der folgcndcn Gruppcn von palindromi- 
scher Octamcrcr: 
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5' 


GGAATTCC 


3' 




5 ' 


CCTCGACC 


3 • 




5 ' 


CAAGCTTG 


3 1 




5' 


CCATATCG 


3 ' 




5 ' 


CATCGATG 


3 ' 
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Es ist auch mogiich, Oligonukleotidc zu verwenden, 
die eine Gruppe palindromischer Heptamcrer bilden. 

Sehr gute Ergebnissc werden erhalten unter Verwen- 
dung der folgendcn Gruppc palindromischer Heptamc- 
rer: 

5 1 XTCCCCA 3 ' 
5 1 XCTGCAG 3 1 
5 1 RCGTACC 3 1 
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worin X - A, G, C oder T und R - A oder T ist. 

Nach einer Methode, um diese Verfahren zu verwen- 
den, die besonders vorteilhaft ist, isoliert und reinigt 
man die transformierende DNA der Plasmidc aus einer 
Kultur unabhangiger Klone der transformierten Wirts- 
zellen, die nach den obigen Verfahren erhalten wurden, 
dann v.-i'-d die gcreinigtc DNA durch mindestens cin 
Rcsirikiioncunzym geschnitten. das spezifischen enzy- 
matischen Schnittstcllcn cntspricht, die in den palmdro- 
mischen Octamcrcn oder Hcptamercn vorhanden sind. 
abcr in dem verwendet _n Expressionsvektor fehicn; auf 
dieses Schnciden fulgt Inaktivierung des Rcstnktionscn- 
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zyms, dann bchandcll man das Ensemble dcr so crhaltc* 
ncn lincarisicrten stochastischen DNA-Fragmcntc 
gleichzcitig mil T4-DN A-Ligasc in einer solchen Wcisc, 
um ein neucs Ensemble von DNA zu bilden, das neuc 
stochastische Sequcnzen enthalt, wobci dieses neuc En- 
semble deshalb eine Zahl stochastischcr Gene cnthaltcn 
kann, die grdQer ist als die Zahl dcr Gene in dem anfang- 
tichen Ensemble. Dieses neue Ensemble transformicrcn- 
der DNA vcrwendct man dann zur Transformicrung 
dcr Wirtszellen und Klonierung diescr Gene, und da- 
nach wendet man ein Screening und/odcr einc Selcktion 
an und isolieri die neuen Klone dcr transformiertcn 
Wirtszeilcn, und schlieQIich werden diese kultiviert, um 
mindestens cin ncues Peptid, Polypcptid odcr Protein zu 
produzieren. 

Die Eigenschaft, die als Kriicrium zur Sciektion der 
Klone von Wirtszcllen dient, kann die Fahigkcit dcr in 
cinem bestimmten Klon produzicrten Peptide, Polypep- 
tide oder Protcinc scin, cine bestimmtc chcmischc Rc- 
aktion zu katalysieren. 

Zum Bcispiel kann zur Herstcllung verschicdcncr 
Peptide, Polypeptide odcr Proteinc dicsc Eigenschaft 
die Fahigkcit scin, cine Folgc von Rcaktionen zu kataly- 
sieren, die von cincr anfanglichcn Gruppc chemischcr 
Vcrbindungcn zu mindestens einer Ziclvcrbindung 
fuhrt. 

Mil dem Zicl zur Hcrstellung cincs L-nscmblcs, das 
aus cincr Viclzahl von Pcptidcn, Polypcptidcn oder Pro- 
tcincn aufgebaut ist, die reficxiv autokalalytisch sind, 
kann dicsc Eigenschaft die Fahigkcit sein, die Synthcsc 
des gleichen Ensembles aus Aminosaurcn und/odcr Oli- 
gopeptiden in cinem gceignctcn Milieu zu katalysieren. 

Diese Eigenschaft kann auch die Fahigkcit scin, sclck- 
tiv die biologischcn odcr chemischen Eigenschaften ci- 
ncr bestimmten Vcrbindung zu modifiziercn, z. B. die 
Fahigkcit, die katalylischc Aktivitat cincs Polypcplids 
sclcktiv zu modifizieren. 

Diese Eigenschaft kann auch die Fahigkcit sein, min- 
destens cine biologischc Funkiion von mindestens einer 



SchlieQIich unterwirft man das Peptid, Polypcptid oder 
Protein einer in-vitro-Untersuchung, um sicherzustel- 
Icn, daQ es die Fihigkeit besitzt, die Wirkung des Molc- 
kuls zu simulieren oder zu modifizieren. 
5 GemaO einer anderen Ausfiihrungsform des erfin- 
dungsgcmaOen Verfahrens ist die Eigenschaft, die als 
Kriterium der Selcktion dient das Vorhandcnsein von 
mindestens einem Epitop, das ahnlich ist zu einem der 
Epitope eines bestimmten Antigens. 
io Die Erfindung ermdglicht es, nach dem oben spcztfi- 
zicrten Verfahren Peptide, Polypeptide oder Proteine 
zu crhalten, die als chemotherapeutisch wirksame Sub- 
stanzen verwendbar sind, 

Inbesondcre erlaubt die Erfindung in dem Fall, wenn 
15 das Antigen EGF ist, die Herstcllung von Polypeptides 
die zur chemotherapeutischen Behandlung von Haut- 
krebs brauchbar sind. 

GemaB cincr Abanderung des Verfahrens identifi- 
zicrt und isolicrt man die Klone tranformicrtcr Wirts- 
20 zellcn die Peptide, Polypeptide oder Proteine mit den 
gewOnschten Eigenschaften produzieren, durch Affini- 
tatschromatographie gcgen ArrtikSrpcr, die einem Pro- 
tein, da durch den natGriichen Tcil des DNA-Hybrids 
cxprimicrt ist,entsprcchen. 
25 Wenn dcr natUrlichc Teil der Hybrid-DNA ein Gen 
cnthalt, das p-Galactosidase exprimiert, kann man z. B. 
die Klone dcr transformiertcn Wirtszcllen voricilhaftcr- 
wcise durch Affinit&tschromatographie gegen Anti- 
(j-Galactosidase-Antikttrper identifizicren und isolicren. 
30 Nach Expression und Rcinigung der Hybridpeptidc 
odcr Polypeptide kann man ihre ncucn Teile trennen 
und isoliercn. 

Die Erfindung bctrifft auch eine Verwcndung des 
oben spczifiziertcn Verfahrens zur Herstellung eines 
35 Impfstoffs; die Anwcndung ist dadurch charakterisiert, 
daO Antikttrpcr gegen das pathogene Mittcl isolicrt 
werden, z. B. Antikftrper, die nach Injektion des patho- 
genen Mittcls in den KOrper eines Tieres, das zur Bil- 
dung von Antikttrpern gegen dieses Mittel fihig ist, ge- 



biologisch aktiven Vcrbindung zu simulieren, inhibicrcn 40 bildct wurden, und diese Anlikorper verwendet werden 

. ■■ i-> iii, •_ . _j j* \/ i :j *:r: • j: o M 



odcr zu modifizieren, die z. B. ausgewahlt ist aus den 
Hormoncn, Neurotransmitter^ Adhilsionsfaktorcn, 
Wachstumsfaktorcn und spezifischen Regulatorcn dcr 
DNA-Rcplikation und/odcr Transkription und/odcr 
Translation von RNA. 45 

Diese Eigenschaft kann glcichcrmaBcn die Fahigkcit 
der Peptide, Polypeptide odcr Proteinc scin, sich an ci- 
ncn bestimmten Ligandcn zu binden. 

Die nach dem crfindungsgcmaOcn Verfahren crhalte- 
ncn Peptide, Polypeptide odcr Proteine kdnncn zur Be- so 
stimmung und/odcr Titration eines Liganden verwendet 
werden. 

GemaO einer besonders bevorzugten erfindungsgc- 
maCcn Ausfiihrungsform ist das Kriterium zur Selcktion 
dcr Klone transfcrmicrtcr Wirtszeilcn die Fahigkeit die- 55 
scr Peptide, Polypeptide oder Proteine, die Wirkung 
eines biologisch aktiven Molckuls zu simulieren oder zu 
modifizieren, z. B. eines Proteins. Dabei wird das Scree- 
ning und/oder die Selcktion fur Klone transformicrter 



um die Klone zu identifizieren, die mindestens ein Pro- 
tein produzieren, das mindestens cin Epitop besitzt, das 
cinem der Epitope des pathogenen Mitlels ahnlich ist, 
die dicsen Klonen entsprechenden Wirtszellen kultiviert 
werden, um dieso Proteine zu produzieren, dieses Prote- 
in aus den Klonen der Zellen isolieri und gereinigt wird, 
und dann dieses Protein zur Herstellung eines Impf- 
stoffs gegen das pathogene Mittel verwendet wird. 

Um z. B. einen Anti-HVB-Impfstoff herzustellcn, 
kann man mindestens ein Capsid-Protein des HVB-Vi- 
rus extrahieren und reinigen, dieses Protein in ein Tier 
injizieren, das zur Bildung von Antik6rpern gegen die- 
ses Protein fahig ist, das mindestens ein Epitop besitzt, 
das einem der Epitope des HVB- Virus ahnlich ist, dann 
die Klone der transformierten Wirtszellen, die diescn 
Klonen entsprechen, in einer Weise kultivieren, um die- 
ses Protein zu prodizieren, das Protein aus der Kultur 
dieser Zellklone isolieren und reinigen, und das Protein 
zur Herstellung eines Anti-HVB-Impfsloffes verwen- 



Wirtszellcn, die mindestens ein Peptid. Polypcptid odcr w) den 



Protein mit dicsen Eigenschaften produzieren, durchge- 
fijhri. indem man Anlikorper gegen das aktive Molckul 
hcrstclit. Dicsc Anlikorper werden nach ihrer Rcini- 
gung verwendet. um die Klone. die dieses Peptid. Poly- 
pcptid odcr Protein cnihuhcn, zu identifizicren. Dann 
crfolgt da> Kultivieren dcr so idcntifi/iencn Klone su- 
wie das Abircnncn und Reinigen der durch dicsc Klone 
produ/icrtcn Peptide. Pol> peptide oder Proteine. 



GcmaQ einer vorteilhaften Ausfuhrungsform des cr- 
findungsgemaGen Verfahrens bestehen die Wirtszcllen 
aus Giktenen wie z. B. Escherichia coli, dessen Genom 
weder 6*lZ Taturlichc Gen, das (i-Galactosidasc expri- 
miert. noch das EBG-Gcn cnthalt, d. h. Z"-. EBG"-E. 
coli. Die transformiertcn Zellcn werden in dem Medium 
in Gcgcnwart von X-g'il und dem Indikator IPTG kulii- 
Mcrt. und Zellcn. die fur jl-Galactosidase- Funknonen 
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positiv sind, wcrden bcstimmt; danach wird fur einc 
GroQkultur die transformierendc DNA in einen geeig- 
ncien Klon von Wirtszellen transplantieri, um minde- 
stens ein Peptid oder Polypeptid zu produzieren. 

Die als Kritcrium zur Selektion der transformierten 5 
Wirtszellen dienende Eigenschaft kann auch die Fahig- 
keit der durch Kultivierung dieser Klone produziertcn 
Polypeptide oder Proteine sein, an eine bestimmte Ver- 
bindung zu binden. 

Diese Yerbindung kann vorteilhaflerweise insbeson- 10 
dere ausgewahlt sein unter Peptides Polypeptiden oder 
Proteinen, insbesondere unter Proieinen, die die Trans- 
kriptionsaktivitat der DNA regulieren. 

Auf der anderen Seite kann diese Verbindung auch 
ausgewlhlt sein aus DNA- und RNA-Sequenzen. | 5 

Gegenstand der Erfindung sind aus solche Proteine, 
die im Falle erhalten werden, bei dem die als Kriterium 
zur Selektion der Klone transformierter Wirtszellen 
dienende Eigenschaft in der Fahigkeit dieser Proteine 
besteht, an regulative Proteine zu binden, die die Trans- 20 
kriptionsaktivitat der DNA konlrollieren, oder an 
DNA- und RNA-Sequenzen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Ver- 
wendung eines Proteins, das in dem erstcn spczicllcn 
oben beschricbenen Fall erhalten wird, als cine cis-rcgu- 25 
iative Sequenz, die die Rcplikation oder Transkriplion 
einer benachharten DNA-Sequcnz kontrollicrt. 

Nachstehend sind Ausftihrungsformcn des crfin- 
dungsgemaBen Verfahrens sowie einige seiner Anwen- 
dungen naher beschricben. 30 

ZunSchst werden insbesondere brauchbare Vcrfah- 
rcn beschrieben, um die Synthesc von stochastischen 
Genen durchzufiihren, und die EinfOhrung dieser Gene 
in Bakterien, um Klone transformierter Baktcricn zu 
bilden. 



I) Direkte Synthesc cincs Exprcssions-Vcktors 
a) Lincarisicrung des Vcktors - 



b) Stochastische Synthese unter Verwendung des 
Enzyms Terminal Transferase (TdT) 
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30 ug, das sind ca. 10 13 MolekQlc des pUC8-Expres- 
sionsvektors, werden durch Inkubaiion wahrend 2 Stun- 
den bci 37°C mit 100 Einheitcn Pstl-Restriklionsenzym 
in eincm Volumen von 3001 des geeignetcn Standard- 
puffers lincarisicrt. Der lincarisicrte Vektor wird mit 45 
Phenol-Chloroform behandelt, dann in Ethanol ausge- 
fallt. in einem Volumen von 30 I aufgenommen und auf 
0.8% Agarosc-Gel in Standard TEB-Puffer aufgebracht. 
Nach Wanderung in einem Feld von 3 V/cm wahrend 
3 Stunden wird der linearisicrtc Vektor clektrover- 50 
dunnt, in Ethanol ausgefalit und in 301 Wasscr aufge- 
nommen. 
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30 ug des linearisierten Vcktors werden 2 Stunden 
iang bci 37°C mit 30 Einheiten TdT in 300 1 des geeigne- 
tcn Puffers in Gegenwart von 1 mM dGTP. 1 mM dCTP, 
0,3 mM dTTP und 1 mM dATP rcagicren gclasscn. Die 60 
nicdrigcre Konzcntration von dTTP wird gewahk, um 
die Haufigkett von "Stop"-Codons in der cnisprcchcn- 
den Messenger RNA zu verringcrn. Ein ahnlichcs Rc- 
suhai, obgleich ctwas ungunsiigcr. knnn erhalten wer- 
den durch Vcrucndung einer ntcdriyercn Kon/enira- ts 
tion von dATP als die der andcrcn Desoxynuklc'id- 
Triphosphatc. Drr Vcilauf der Poi\ nicrisutiuii an dem 
V [.rule der Pst 1 - Siellcn wird durch Arulwe .ihquoter 



Anteile an einem Gel vcrfolgt, die wahrend des Verlau- 
fes der Reaktion entnommen werden. 

Wenn die Reaktion einen mittleren Wert von 300 
Nukleotiden pro 3'-Enden erreicht oder durchlauft, wird 
die abgebrochen und die freien Nukleotide werden von 
dem Polymeren durch differenzielle Ausfailung oder 
durch Leiten Qber eine Saute, die ein Molekularsieb wie 
z, B. Biogel P60 enthait, getrennL Nach Konzentrierung 
durch Ausfailung in Ethanol werden die Polymeren ei- 
ner weiteren Polymerisation mit TdT unterworfen, zu- 
erst in Gegenwart von dATP, dann in Gegenwartvon 
dTTP. Diese letzten zwei Reaktionen werden durch eine 
Filtration an einem Gel gelrennt und werden in kurzen 
Intervallen (30 Sekunden bis 3 Minuten) durchgefQhrt, 
um aufeinanderfolgcnd 10 bis 30 A, gefolgt von 10 bis 
30 Tden 3'-Enden der Polymeren zuzufOgen. 

c) Synthese des zwciten Strangcs von stochastischer 

DNA 

Jedes MoIekDl des Vektors besitzt an dem Ende des 
vorhergehenden Durchlaufcs'zwei stochastische Se- 
quenzen, dessen 3'-Enden komplementar sind. Die Mi- 
schung der Polymeren wird deshalb unter Bedingungen 
inkubicrt, die die Hybridisicrung der komplementaren 
Endcn begUnstigcn (150 mM NaCI, 10 mM Tris-HCI. pH 
7,6, 1 mM EDTA bei 65°C wahrend 10 Minuten, gefolgt 
von einer Erniedrigung der Tcmperatur auf 22°C mil 
einer Geschwindigkoit von 3 bis 4*C pro Stunde). Die 
hydridisierten Polymeren, werden dann mit 60 Einheiten 
des groBen Fragmentes (Klenow) von Polymerase 1 in 
Gegenwart der vier Nukleotid-Triphosphate (200 mM) 
bci 4°C wahrend 2 Stunden umgesctzt. Diese Stufe be- 
wirkt die Synthese des zwetten Strangcs aus den 3'-En- 
den der Hyhrid-Polynjcren. Die Molckule, die aus dieser 
direkten Synth, sc t ausgchend vom linearisierten Vek- 
tor, resuhicrcn, werden danach verwendet, um kompe- 
tente Zellcn zu transformieren. 

d)Transformierui. u kompctcntcr Klone 

100 bis 200 ml von kompetentcm HB 101 von C 600 
wcrden bei der Konzentration von 10 10 Zcllen/ml mit 
der stochastischen DNA-Praparation (von oben) in Ge- 
genwart von 6 mM CaCl 2 , 6 mM Tris-HCI, pH 8, 6 mM 
MgCI 2 30 Minuten bei 0°C inkubiert. Die Mischung wird 
eincm Temperaturschock von 3 Minuten bei 37°C un- 
terworfen, gefolgt von der Zugabe von 400 bis 800 ml 
NZY-Kuiturmedium ohne Antibiotika. 

Die transformierte Kultur wird bei 37°C wahrend 16 
Minuten inkubiert, dann auf 101 durch Zugabe von 
NZY-Medium, das 40 jig/ml Ampicillin enthait, ver- 
diinnt. Nach 3 bis 5 Stunden Inkubation bei 37°C wird 
die verstarkte Kultur zentrifugiert und die Pellets der 
transformierten Zellen lyophilisicrt und bei — 70°C auf- 
bewahrt. Eine solche Kultur enthait 3 x 10 7 bis 10* unab- 
hangige Transformanten, wobei jedcr ein einziges sto- 
chastisches Gen enthait, eingefugt in den Expressions- 
vcktor. 

II) Synthese stochastischer Gene, ausgehend von 
Oligonuklcotldcn ohne kohasivc Endcn 

Dieses Verfahrcn basicrt auf der Tatsachc. daQ die 
Polymerisation von vcrnunftig gcwahltcn palindromi- 
schen Oligonuklcotidcn den Aufbau von stochastischen 
ZJIcn crmoglicht. die kcin "Siop"-Codun in eincm der 6 
moglichcn Leseruhmcn besit/cn, wahrend sic glcich/ci- 
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tig cine ausgeglichcne Representation von Triplets, die 
alle Aminos2uren spezifizieren, sicherstellen. Um cine 
Wiederholung von Scquenzmotiven in den entstehen- 
den Proteinen zu vermciden, ktfnnen die Oligonukleoti- 
de weiter eine Zahl von Basen enthaltcn, die kein viclfa* 5 
ches von 3 ist. Das folgendc BeispicI beschreibt die Ver- 
wendung ciner der mdglichen Kombinationen, die dicsc 
Kriterien erfOIIen: 

a) Wahl einer Gruppe von Oktamcren 10 

Die Gruppe der folgendcn Oligonukleotide: 



5' GGAATTCC 3 1 is 

5 1 . CCTCGACC 3 1 

5 1 CAAGCTTG 3 1 

5' CCATATCG 3 f *> 

5 ' CATCGATG 3 1 

setzt sich aus 5 Palindromen (also selbstkomplemcnta- 
ren Scquenzen) zusammen, bci dencn cs leicht ist sichcr- 25 
zustellen, dafl ihre stochastischc Polymerisation nicht 
irgendwclche "Stop"-Codons hcrvorruft, und sp^zifi- 
ziert alle Aminosauren. 

Man kann selbstverstandlich andcre Gruppcn patin- 
dromischer Octamercr verwenden, die nicht irgendwel- 30 
che "Stop"-Codons hervorrufen und alle AminosSurcn 
spezifiziercn, die in Polypeptiden gefunden werden. Es 
ist selbstverstandlich auch mttglich, nicht palindromi- 
sche Gruppen von Octamcrer zu verwenden unter der 
Bedingung, daB ihre Komplernente, die doppclstrSngige 35 
DNA bilden,auch verwendet werden. 

b) Aufbau eines stochastischen Gens aus einer Gruppe 

von Octamerer 

Eine Mischung. die 5 u.g jedes der oben angegebenen 
Oligonukleotide enthalt (vorher an der 5'-Stclle durch 
cin Standardverfahren phosphoryliert) wird in cinem 
Volumen von 100 u.1, das 1 mM ATP. 10% Polyethylcn- 
glykol und 100 Einheiten T4-DNA-Ligase in dem gecig- 45 
neten Puffer enthalt, bei 13°C wahrend 6 Slunden um- 
gesetzt. Diese Stufe bewirkt die stochastische Polymeri- 
sation der Oligomeren im doppclstrangigen Zustand oh- 
ne kohasive Enden. Die entstehenden Polymeren wer- 
den durch Laufcn lassen uber ein Molekularsieb (Biogel 50 
P60) isoliert, wobei diejenigen mil 20 bis 100 Oligome- 
ren erhallen werden. Nach Konzentrierung wird diese 
Fraktion wieder einer Katalyse oder Polymerisation 
durch T4-DNA-Ligase unter den oben beschriebenen 
Bedingungen unterworfen. Danach werden, wie oben 
beschrieben, diejenigen Polymere isoliert, die aus min- 
destens 100 Oligomeren aufgebaut sind. 

c) Herstcllung des Wirtsplasmids 

Der pUC8-Expressionsvektor wird durch Smal-En- 
zym in dem geeignetcn Puffer, wie oben beschrieben, 
linearisiert. Der durch Smal iinearisicrtc Vektor besitzt 
keine kohasiven Enden. Der so lincarisiertc Vektor wird 
mil alkalischcr Kalbcrmagcnphosphatasc (C1P) bei ei- 
nem Gehalt vo.i einer Einheit pro mg des Vckiors in 
dem geeignenten Puffer bci V°C 30 Minutcn lung bc- 
handeh. Das CIPEn/ym wird danach rnitieU zwcier 
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aufcinanderfolgender Extraktionen mil Phenol-Chloro- 
form inaV.tiviert. Der linearisierte und dephosphorylier- 
tc Vektor wird in Ethanol ausgefallt, dann mit 1 mg/ml 
in Wasser wieder gelGst, 

d) Ligierung des stochastischen Genen an den Vektor 

Aquimolare Mengen des Vektors und Polymers wer- 
den gemischt und in Gegenwart von 1000 Einheiten 
T4-DNA-Ligase, 1 mM ATP, 10% Polyethylenglykol in 
dem geeigneten Puffer 12 Stunden lang bei 13°C inku- 
biert, Diese Stufe ligiert die stochastischen Polymeren in 
den Expressionsvektor und bildet doppelstr&ngige, 
kreisfttrmige MoIekOle, die deshalb zur Transformation 
geeignet sind. 

Transformation kompelenter Klone 

■ 

Die Transformation kompetcnter Klone wird in der 
vorstehend beschriebenen Weise durchgefiihrt. 

Ill) Aufbau stochastischerGene, ausgehend von einer 
Gruppe von Heptameren 

Dieses Verfahren unterscheidet sich von dem geradc 
beschriebenen dadurch, daD man palindrome Hcptamc- 
re verwendet, die variable kohasive Enden besitzen, an- 
sicllc der stochastischen Sequenzen, die eine gcringere 
Anzahl identischer Motive enthaltcn. 

a) Wahl einer Gruppe von Heptameren 

Es ist zum BeispicI mtfglich, die folgendcn drci palin- 
dromischen Heptameren zu verwenden: 

5 1 XTCCCGA 3 ' 
5 • XCTGCAG 3 ' 
5 * RCGTACC 3 1 

worin X - A, G, C t oder T oder R - A oder T. und worin 
die Polymerisation nicht irgendwelche "Stop"-Codons 
bilden kann und Triplets bildet, die alle Aminosauren 
spezifiziercn. 

Es ist selbstverstandlich m3glich, andere Gruppen 
von Heptameren zu verwenden, die diese gleichen Be- 
gingungen erfOllcn. 

b) Polymerisation einer Gruppe von Heptameren 

Diese Polymerisation wird in genau dergleichen Wei- 
se durchgefuhrt, wie sie oben fOr Octamere beschrieben 
ist. 

55 

c) Eliminierung kohasiver Enden 

Die so erhaltenen Polymeren haben an ihren zwei 
5'-Enden eine ungepaarte Base, Es ist deshalb notwen- 
60 dig, die komplementare Base an den entsprechenden 
3'-Enden anzufugen. Dies wird wie folgt ausgefuhrt: 
10 ug der doppelstringigen Polymeren werden mit 10 
Einheiten d;y Klenow-Enzyms in Gegenwart der 4-De- 
oxynukleotid-piiOiphate (200 mM) in einem Volumen 
65 von 100 u.1 bei 4°C wahrend 60 Minuten umgesetzt. Das 
Enzym wird durch Phenol-Chloroform-Extraktion inak- 
livicrt und die Polymeren werden von den verblicbenen 
freien Nukleotidcn durch differcnticlle Ausfallung gc- 
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reinigt. Die Polymeren werden dann an das Wirtsplas- 
mid (vorhcr linearisicrt und dephosphoryliert) gem^B 
dem oben beschrieben Verfahren ligiert 

Es ist festzustellen, daB die zwei letztbeschriebenen 
Verfahren palindromische Octamere oder Heptamere 5 
verbinden, die spezifische Stellen von gewissen Restrik- 
tionsenzymen bilden. Diese Stellen fehlen zum groBten 
Teil im pUC8-Expressionsvektor, Es ist deshalb m&glich, 
die KompIexiUt einer anf&nglichen Preparation von 
stochastischen Genen betrachtlich zu vermehren, wenn 10 
man nach dem folgenden Weg vorgeht: Die Plasmid- 
DNA, die sich von der Kultur von 10 7 unabhangigen 
Transformanten, die nach einer der beiden letzten oben 
beschriebenen Verfahren erhalten wurde, ableitet, wird 
isolierL Nachdem diese DNA gereinigt ist, wird sie teil- 15 
weise von Clal-Restriktionsenzym (Verfahren II) odcr 
von Pstl-Restriktionsenzym (Verfahren III) verdaut. 
Nach rnaktivierung dcs Enzyms wird die teilweise ver- 
daute DNA mit T4-DNA-Ligase behandelt, die die Wir- 
kung hat, eine sehr groOe Zahl neuer Sequenzcn hervor- 20 
zurufen, wahrend die fundamentalen Eigcnschaften der 
anfanglichcn Scquenzen bewahrt bleibcn. Dieses ncuc 
Ensemble stochastischer Sequenzcn kann dann verwen- 
det werden, urn kompetente Zellen zu transformieren. 
Zusatzlich kOnnen die nach dem Verfahren II und III 
klonicrten stochastischen Gene in inaktcr Form aus 
dem pUC8-Expressionsvektor unter VerwcnJung von 
Restriktionsstellcn hcrausgeschnittcn werden, die zu 
dem klonierenden Vektor gehflrcn und in den stochasti- 
schen DNA-Sequenzen nicht vorhanden sind. 

Die Rekombinierung inncrhalb der durch die zwei 
gerade beschriebenen Verfahren gcbildeten stochasti- 
schen Gene, die aus der intercn Homologic aufgrund 
der wiederkchrenden molekularen Motive rcsulticren, 
ist eine wichtige zus&tzliche Mcthodc, urn in vivo Muta- 
genese der kodierenden Sequenzcn zu crrcichen. Dies 
ergtbt eine Vermehrung der Zahl neuer Gone, die gc- 
pruft werden kemnen. 

SchlieOlich ist es fQr ailc Verfahren zur Schaffung 
neuer synthetischcr Gene mbglich, eine Zahl allgcmcin 
Ublicher Vcrfahrenswcisen zu vcrwenden, urn Gene in 
vivo odcr in vitro zu modifizicrcn, wie z, B. cine Andc* 
rung des Leserahmens, Inversion von Scquenzen im 
Hinblick auf ihren Promotor, Punktmutationcn odcr 
Verwendung von Wirtszellen, die cine odcr mchrcrc 
Supprcssor-tRN As exprimicrcn. 

Untcr Berilcksichtigung der obigen Beschrcibung ist 
es klar, daB cs mSglich ist, in vitro cine cxtrem groBe 
Zahl (z. B. mehr als eine Milliardc) vcrschicdcner Gene 
durch enzymatische Polymerisation von Nukleotiden 
oder Oligonukleotiden zu konstruieren. Diese Polymeri- 
sation wird in einer stochastischen Weise durchgefOhrt, 
wic sie bestimmt wird durch die jeweiligen Konzentra- 
tioncn der Nukleotide oder Oligonukleotide, die in der 
Reaktionsmischung vorhanden sind. 

Wie vorstehend gezcigt, k6nnen zwei Verfahren ver- 
wendet werden, um solche Gene (oder kodierende Se- 
quenzen) zu klonieren: die Polymerisation kann direkt 
an elnem klonierenden Expressionsvcktor durchgefuhrt 
werden, der vorher linearisiert wurde; odcr es ist mog- 
lich, auf die Polymerisation dann die Ligierung der Poly- 
meren auf dem Fxprcssionsvektor folgen zu lasscn. 

In den zwei Fallen ist die n^chstc Stufc die Transfor- 
mation odcr Transfcktion kompctentcr Baktcricnzcllcn 
(odcr Zellen in Kultur). Diese Stufe umfaGi die Klonic* 
rung der stochastischen Gene in lebenden Zctlcn, wo sic 
unbegrcn^t verniehn und cxprimicn werden. 

lis ist klar, daB cs zusatzlich /u den vorstehend be- 



schriebenen Verfahren mOglich ist, alle anderen Verfah- 
ren zu verwenden, die zur Synthese stochastischer Se- 
quenzen geeignet sind. Insbesondere ist es mtfglich, die 
Polymerisation von einzelstrSngigen Oligomeren der 
DNA oder RNA, erhalten durch chemische Synthese, 
durch biochemische Mittel durchzufQhren, dann diese 
Segmente von DNA oder RNA nach bewahrten Ver- 
fahren zu behandeln, um doppelstrangige DNA (cDNA) 
auszubilden, um solche Gene zu klonieren. 

Screcningoder Selektion von Klonen transformierter 

Wirtszellen 



35 



40 



Die weitere Stufe des erfindungsgemaBen Verfahrens 
besteht in der Prtlfung der transformierten oder trans- 
fektierten Zellen durch Selektion oder Screening, um 
eine oder mehrere Zellen zu isolieren, deren transfor- 
mierende oder transfektierende DNA zur Synthese ei- 
nes Transkriptionsproduktes (RNA) oder Translations- 
produktes (Peptid, Polypeptid odcr Protein) fQhrt, das 
die gewQnschte Eigenschaft besitzt Diese Eigcnschaf- 
ten kttnnen z. B. enzymatisther, funktioneller oder 
strukturellcr Naturscin. 

Einer der wichtigstcn Aspektc des" erfindungsgema- 
Ben Verfahrens besteht in dem gleichzeitigen Screening 
oder Selektion dcs verwertbaren Produktes (Peptid, 
Polypeptid odcr Protein) und dcs Gens, welches dieses 
Produkt produzicrt. Zusatzlich kann die, wie beschrie- 
ben, synthetisierte und klonierte DNA selektiert oder 
gescreent werden, um DNA-Sequenzen zu isolieren, die 
selbst Produktc bilden, die verwertbare biochemische 
Eigenschaften besitzen. 

Es werden nun, als nicht einschrankende Bcispicle, 
bevorzugte Verfahren zum Screening oder zur Selek- 
tion von Klonen transformierter Zellen beschrieben, die 
solchcr Art sHd, daB die ncucn Proteine vom Stand- 
punkt industrieller odcr medizinischcr Anwendungcn 
von Interesse sind. 

Eincs dieser Verfahren bcruht auf der Idee der Hcr- 
stcllung oder des Erhaltens polyklonaler oder monoklo- 
naler Antik&rpcr durch bew&hrte Techniken, die gegen 
ein Protein oder einen anderen Typ eines Molektils von 
biochemischem odcr medizinischem Interesse gerichtct 
sind, wobei dieses MolckUl immunisicrend ist oder ge- 
macht wurde und r.achfolgende Verwendung dieser An- 
tikCrper als Proben, um unter der sehr groBen Zahl von 
Klonen, die durch stochastischc Gene transformiert 
wurden, diese zu identifizieren, dessen Protein mit die- 
sen Antik^rpern reagiert. Diese Reaklion ist ein Ergeb- 
nis einer strukturellen Homologie, die zwischen dem 
durch die stochastischen Gene synthetisierten Polypep- 
tid und dem anfinglichen Molekiil besteht Es ist auf 
diese Weise mctglich, zahlreiche neue Proteine zu isolie- 
ren, die als epitope oder antigene Determinanten auf 
dem anfanglichen Molekul wirken. Solche neuen Prote- 
ine neigon dazu, die Wirkung des anfanglichen Molekiils 
zu simulieren, stimulieren, modulieren oder zu blockie- 
ren. Es 1st verstandlich. daB dieses Mittel von Selektion 
oder Screening selbst sehr viele pharmakologische und 
60 biochemische Anwendungen haben kann. Nachfolgend 
beschreiben wir als nicht einschr^nkendes Beispicl diese 
erste Verfahrensart in einem konkreten Fall: . 

EGF (epidermal growth factor) ist ein kleines Protein, 
das im blui vorhanden ist. dessen Rolle es ist, das 
Wachstum von Epithclzcllen zu stimulieren. Diese Wir- 
kung wird durch die Wechselwirkung von EGF mh ci- 
■:em spczifischen Rczeptor erhalten, der sich in der 
Mcmbran der Epithcl/.cllcn befindct. 
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Gegen EGF gcrichtete Antikorpcr warden hcrge- 
stellt, indem man mit an KLH (keyhole limpet hemocya- 
nin) gekuppeltes EGF in Ticre injiziert, um die Immun- 
ity des EGF zu erhdhen. Die Anti-EGF-Antikcrper der 
immunsierten Tiere werden gereinigt, z. B. durch Leiten 
Ober eine AffinitatssSuIe. worin dcr Ligand EGF oder 
ein synthetisches Pcptid, das eincm Fragment von EGF 
entspricht, ist Diese gereinigten Anti-EGF*Antik#rper 
werden an einem festen Triiger als Proben verwendet, 



der allein oder in Kombination), mit dem Ziel, Schutz 
gegen Hepatitis B zu Obertragen. Die endgultige Her- 
stcllung des Impfstoffes erfordert keinen weiteren Ein* 
satz des ursprtlnglichen phatogenen Mittels. 

Es wird darauf hingewiesen, daB vorstehend mehrere 
Methpden beschrieben wurden, um eine Selektion oder 
ein Screening zu erreichen. Alle diese Melhoden konnen 
die Reinigung eines bestimmten Proteins von einem 
tranformicrten Klon erfordern. Diese Prote'mreinigun- 



um eine groBe Zahi von durch Chloroform gelystcn io gen kflnnen durch bewShrte Verfahren durchgefUhrt 



Bakterienklone zu screenen. Die Anti-EGF-Antiktirper 
binden solche stochastische Peptide oder Proteine, de- 
ren Epitope denen des anf&nglichen Antigens gleichen. 
Die solche Peptide oder Proteine enthahenden Klone 



werden und verwenden insbesondere dieTechniken der 
Gelchromaiographie, lonenaustausch und Affinhats- 
chromatographie. Zus&tzlich kemnen die durch stocha- 
stische Gene erzeugten Proteine in Form von Hybrid- 



werden durch Autoradiographic nach Inkubation des \$ proteinen klontert gewesen sein, z. B. mit einer Sequenz 



festen Tigers mit radioaktivem Protein A, oder nach 
Inkubation mit einem radiaktiven Anti-Antik6rper-An- 
tikflrper sichtbar gemacht, 
Diese Stufen identifizicren solche Klone, von denen 



des p-Galactosidaseenzyms, welche Affinitatschromato* 
graphie gegen Anti-p-GaIactosidase-Antik6>per und die 
nachfolgendc Abspaltung des Hybridteils erlaubt (d. h. 
die Trennung des ncuen Teils und des bakteriellen Teils 



jedes ein Protein (und scin Gen) cnthalt, das mit dem 20 von dem Hybridprotein). Nachfolgend werden die Prin- 

screenenden Antikflrper reagicrt. Es ist mttglich, unler zipien und das Verfahren zur Selektion von Peptiden, 

einer sehrgroBen Zahl von Bakteriellenzellcn-Kolonien Polypeptiden oder Proteinen und der entsprechenden 

oder viralen Plaques (z* B. in der GrtiBenordnung von Gene gem&B einem zweiten Verfahren des Screenings 

einer Million) zu screenen und es ist mflglich, extrem und der Selektion beschrieben, das auf der Bestimmung 

kleinen Mengcn des Protcinprodukts, in dcr GriJBen- 25 dcr Fahigkeit dieser Peptide oder Polypeptide beruht. 



ordnung von 1 ng, festzustellen. Danach werden die 
identifiziertcn Klone kultiviert und die so bestimmten 
Proteine werden auf konventioncilcn Wegcn gereinigt. 
Diese Proteine werden in vitro in Epilhelzellen-Kultu- 



eine spezifische Reaktion zu katalysiercn. 

Ais ein konkretes und nicht einschrSnkendes Beispiel 
wird das Screening oder die Selektion in dem besonde- 
rcn Fall eines Proteins beschrieben, das f&hig ist, die 



ren getestet, um zu bestinmcn, ob sic die Wirkungen 30 Spaltung von Lactose in kalalysieren, eine Funktion, die 



von EGF auf diese Kulturen inhibicrcn, simulieren oder 
moduliercn. Unter den so erhaltenen Proteinen k&nnen 
einige ftlr die chemothcrapeutischc Bchandlung von 
Hautkrebs verwendet werden. Die Wirkungen der so 



normalerweise von dem Enzym p-Galactosidasc (p-gal) 
erfOlltwird. 

Wie vorstehend beschrieben, besteht die erste Stufe 
des Verfahrens in dcr Schaffung cincs sehr groBen En- 



erhaltenen Proteine kemnen durch Mutation dcr fur die 35 sembles von Expressionsvektorcn, von denen jeder ein 



Proteine kodierenden DNA verbesscrt werden auf Wc- 
gen, die denen dcr oben beschricbencn analog sind. Eine 
Variante dieses Verfahrens besteht in der Reinigung 
dieser stochastischen Peptide, Polypeptide oder Protc- 



bestimmtes roues Protein exprimicrt. Im konkreten Fall 
kann man z. B. c:n pUC8-Expressionsvektor w£hlen t 
mit Klonicren stochastischer Sequenzen von DNA in 
dcr Pstl-Restriktionsstelle. Die so erhaltenen Plasmide 



ine, die als Impfstoffc verwendet werden ktinnen, oder 40 werden dann in ein Klon von E, coli eingebracht, von 
allgcmeiner dazu, eine ImmunitSt gegen ein pathogencs dessen Genom das natUrliche Gen fOr p-Galctosidase Z, 
Mittet zu Obertragen und andere Wirkungen auf das und ein zweites Gen EBG, das zum ersten in keincr 
immunologische System auszuOben, z. B. um im Hin- Beziehung steht aber dazu fahig ist, in Richtung p-gal- 
blick auf ein bestimmtes Antigen cine Tolcranz zu Funktion zu mutieren, beide durch bekannte genetische 

schaffen oder die Oberempfindlichkeit zu vcrringern, 45 Mcthoden entfernt wurden. Solche Wirtszellen (Z" 



insbesondere aufgrund der Bindung dieser Peptide, 
Polypeptide oder Proteine mit den gegen dieses Anti- 
gen gerichteten AntikSrpcrn. Es ist klar, daB es mSglich 
ist, solche Peptide, Polypeptide oder Proteine in vitro 
sowie in vivo zu verwenden. 

Genaucr ausgcdrOckt hat in dem Ensemble neuer 
Proteine, die mit den Antikdrpcrn gegen cin bestimmtes 
Antigen X reagieren, jedes mindestens ein Epitop zu- 
sammen mit X, so daB das Ensemble cin Ensemble von 
Epitopen zusammen mit X besitzt Dies erlaubt die Ver- 
wendung des Ensembles oder Sub-Ensembles als Impf- 
stoff, um Immunitat gegen X zu Obertragen. Es ist z. B. 
einfach, ein oder mehrere der Capsid-Proteine des He- 
patitis B Virus zu reinigen. Diese Proteine kdnnen dann 



EBG") sind fOr sich nicht fahig, die Lactose-Hydrolyse 
zu katalysieren und als Konsequenz Lactose als Kohlen- 
stoffquelle fOr das Wachstum zu verwenden. Dies er- 
laubt die Verwendung solcher Wirtsklone fOr das Scree- 
50 ning oder die Selektion fOrp-gal-Funktion. 

Eine zweckmiBige biologische PrOfung zur Analyse 
transformierter E. coli Klone auf solche, die neue Gene, 
die cine 0-gal-Funktion exprimieren, besteht in der Kul- 
tur von wie beschrieben transformierten Bakterien in 
55 Petrischalen, die X-gal in dem Medium enthalten. In 
diesem Fall werden alle Bakterienkolonien, die eine 
p-gal-Funktion exprimieren, als blaue Kolonien sichtbar 
gemacht. Unter Verwendung einer solchen biologischen 
Prufung ist es mdglich, sogar schwache katalytische Ak- 



in ein Tier injiziert werden, z. B. ein Kaninchcn, und die 60 tivitat festzustellen. Die spezifische Aktivitat von cha 

* .... * t • 



dem anfanglichen ursprunglichcn Antigen entsprechen- 
den Antikorpcr konnen durch AffinitStssiiulen-Reini- 
gung gewonnen werden. Diese Antikorpcr kSnncn. wie 
oben beschrieben, verwendet werden, um Klone zu 
identifizicrcn. die mindestens cin Protein produzicrcn, 
das ein Epitor besitzt, das mindestens einem dcr Epito- 
pe des ursprOnglichen Antigens ahnelt. Nach Reinigung 
werden diese Proline als Antigcnc verwendet (cntwe- 



b5 



rakteristischen Enzymen liegt im Bereich von 10 bis 
10 000 Produktmolekulen pro Stunde. 

Unter der Annahme, daB durch ein stochastisches 
Gen synthc'iisiertes Protein eine schwache spezifische 
Aktivitat besitzt in der GrSGenordnung von einem Mo- 
lekul pro 100 Sekunden. bleibt es mSgiich, eine solche 
katalytische Aktivitat zu bestimmcn. In einer Petrischa- 
Ic. etc im Medium X-gal enthalt und in Gegenwart des 
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nicht metabolisierbaren Inducer 1 PTG (Isopropyl- 
D-thiogalactosid) erforderi die Sichtbarmachung einer 
blauen Region die Spaltung von ca. 10 10 bis 10 n Mole- 
kGlen an X-gal pro mm 2 . Eine Bakterienkolonie, die ein 
schwaches Enzym exprimiert und eine Oberfl^che von 
1 mm 2 einnimmt, hat ca. 10 7 bis 10 8 Zellen, Wenn jede 
Zelle nur eine Kopie des schwachen Enzyms besitzt, 
wQrde jede Zelle zur Katalyse der Spaltung zwischen 
10 000 und 100 von X-gal benStigen, urn bestimmt zu 
werden, was zwischen 2,7 und 270 Stunden erfordern 
wOrde. Da es unter selekiiven Bedingungcn m&glich ist, 
die Zahl der Kopien jedes Plasmids pro Zelle auf 5 bis 20 
Kopien pro Zelle zu versUrken oder sogar auf 100 odcr 
10XX) und weil bis zu 10% des Proteins der Zelle durch 
das neue Gen spezifiziert werden kann, ist die zur Be- 
stimmung einer blauen Kolonie im Fa!! von 100 Enzym- 
moIekQlen schwacher Aktivitat pro Zelle bentftigte Zeit 
in der GrOBenordnung von 0,27 bis 2,7 Stunden. 

Als Konsequenz dieser Tatsachcn ist das Screening 
einer sehr groOen Zahl unabhangiger Baktcricnkolo- 
nien, von denen jede ein verschicdenes neues Gen expri- 
miert und die Verwendung der F&higkeit, eine p-ga! 



sionsvektoren wird eine groBe Zahl posiver Klone pro- 
duzieren, die aus alien diesen Bakterien bestehen, die 
mit den 20 Expressionsvektoren transformiert sind, die 
fQr die neuen Proteine kodieren, die die gewQnschte 

5 Funktion besitzen und eine sehr kleine Zahl von bakte- 
riellen Klonen, die aus genomischen Mutationen resul- 
tieren und die 200 Expressionsvektoren enthalten, die 
nicht von Interesse sind. Eine kleine Zahl von Reini- 
gungszyklen von Expressionsvektoren von positiven 

io bakteriellen Kolonien, gefolgt von einer solchen Re- 
transformation, erlaubt die wirklich positive Bestim- 
mung sehr seltener Expressionsvektoren fOr eine ge- 
wflnschte katalytische Aktivit&t, trotz einer hohen Hin- 
tergrundsrate von Mutationen in den Wirtszellen fOr die 

13 gleiche Funktion. 

Nachfolgend auf die Screening- Verfahren dieser Art 
ist es mSglich, das neue Protein durch bewahrte Techni- 
ken zu reinigea Die Herstellung diese Proteins in gro- 
Cer Menge wird durch die Tatsache m8glich gemacht, 

20 daQ die Identifizierung des brauchbaren Proteins zu- 
sammen mit der gleichzeitigen IdentiHzierung des Gens 
stattfindet, das fOr das gleiche Protein kodiert. Es kann 



Funktion zu exprimieren, als Selektionskriterium voll deshalb entweder der gleiche Expressionsvektor ver- 

mflglich. Es ist mtfglich, das Screening von ca. 2000 Ko- wendet werden odcr das neue Gen kann fQr seine Syn- 

lonien in einer Petrischale von 10 cm Durchmcsser 25 these und Isolicrung in groBcr Mcngc in einen geeigne- 

durchzufiihren. So kfinnen ca. 20 Millionen Kolonien auf ten Expressionsvektor transplanticrt werden. 

einem Blatt von X-gal-Agar von 1 m 2 gesceent werden. Es ist mtfglich, dieses Screeningverfahren fQr irgend- 

Es ist festzustellen, daB Baktericnkolonien, die auf eine enzymatische Funktion anzuwenden, fQr die eine 

X-gal-Petrischa!en blau erschcinen, falsche Positive sein gceignete biologische PrQfung cxistiert Fflr solche 

kftnnen, und zwar aufgrund eincr Mutation in dem Bak- 30 Screenings ist es nicnt notwendig, daB die enzymatische 

teriengenom, durch die sie die Fahigkcit crhaltcn, Lac- Funktion, die gesucht wird, fQr die Wirtszcllc brauchbar 

tose zu metabolisieren, oder aus andcrcn Gi'Qndcn als ist. Es ist mflglich, die Screenings nicht nur fQr eine 

denen, die aus eincr katalytischen Wirkung des ncucn, enzymatische Funktion auszufQhren, sondern fQr ir- 

durch die Zellen der Kolonie cxprimiertcn Proteins re- gendeine andere gewQnschte Eigenschaft, fQr die es 

sultiercn. Solche falschen Positive kemnen durch Rcini- 35 mttglich ist, eine geeignete biologische PrQfung zu 



gung der DNA des Exprcssionsvcktors von der positi- 
ven Kolonie und Rctransformierung von Z"-, EBG"-E 
coii-Wirtszeilcn dirckt eliminicrt werden. Wenn die 
p-gal-Aktivitat auf dem durch das ncuc Gen in dem 
Expressionsvektor kodierte Protein bcruht, werden alle ao 
durch diesen Vcktor transformicrtcn Zellen p-gal-Funk- 
tion zeigen. Im Gegcnsatz dazu ist cs cine scitenc Er- 
scheinung und unabhSngig von der Transformation, 
wenn die ursprQnglichc blaue Kolonie auf eincr Muta- 
tion im Genom der Wirtszelle bcruht, und deshalb wird as 
die Zahl der Zellen des neuen Klons von transformier- 
tem E. coli. die zur Exprimicrung der p-gal-Funklion 
fahig sind, klein odcr 0 sein. 

Die Leistung der gleichzeitigen Massenrcinigung al- 
Icr Expressionsvektoren aller positiven Klone (blau), ge- 50 
folgt von Retransformicrung naiver Bakterien sollte 
hervorgehoben werden. Unter der Annahme, daB es das 
Ziel ist, ein Screening durchzufuhren, um Proteine zu 
sclektieren, die eine katalytische Funktion besitzen und 
daQ die Wahrscheinlichkeit, daB ein neues Peptid oder 55 
Polypeptid diese Funktion mindeslens wdchentlich aus- 
fuhrt, 10~ 6 ist, wahrend die Wahrscheinlichkeit, daB cin 
Klon des bakteriellen E. coli-Wirts einer Mutation un- 
tcrliegt, die ihn dazu befahigt, die gleiche Funktion aus- 
zuuben, 10™ 5 ist. dann errechnct werden, daB unter 20 60 
Millionen tranformicrten Bakterien, die gescreent wer- 
den, 20 positive Klone den ncucn Gcncn in den Expres- 
sionsvektoren. welche jewcils cincs tragen, zuzuschrei- 
ben sind. wahrend 200 positive Klone das Ergcbnis eincr 
Genom-Mutation sein werden. Die Masscnreinigung b$ 
der Expressionsvektoren von den ingesamt 220 positi- 
ven bakteriellen Kloncn. gefolgt von der Rctransforma- 
tion naiver Bak'.^nen mil der Mischung dieser Exprcs- 



schaffen, Fi ist deshalb selbst in dem cinfachen Fall 
einer p-gaI-Fu k .ktion, die an einer X-gal-Petriplattc 
sichtbar gemacht wird mttglich, cin Screening in der 
GrttBenordnung von 100 Millionen oder sogar einer 
Milliarde neucr Gene fQr cine katalytische AktiviUt 
oder irgendcine andere gewQnschte Eigenschaft durch- 
zufQhren. 

Selcktion transformierlcr Wirtszellen 

Auf der anderen Seitc ist es mo'glich, die Selcktion- 
stechniken fQr irgendeine Eigenschaft, katalytischer 
oder anderer Natur, zu verwenden, worin die Gegen- 
wart oder Abwcsenheit der Eigenschaft fQr das Obcrle- 
ben der Wirtszellen, die die Expressionsvektoren ent- 
halten, die fQr die neuen Gene kodieren, wesenilich ist 
oder auch verwendet werden kann, um die Viren zu 
selektieren, die das gewQnschte neue Gen kodieren und 
exprimieren. Als nicht eingeschranktes, aber konkretes 
Beispiel soil die Sclektion der p-Galactosidase-Funktion 
beschrieben werden. Ein geeignetes Klon von Z~ EBG" 
-E. colt ist nicht fahig, auf Lactose als cinziger Kohlen- 
stoffquelle zu wachsen. Es ist deshalb nach Durchfuh- 
rung der ersten oben beschriebenen Stufe mdglich, eine 
sehr groBe Zahl von Wirtszellen, die durch Expressions- 
vektoren transformiert sind, die fQr die neuen Gene ko- 
dieren, unter selektiven Bedingungen zu kultivieren, 
entweder durch progressive Verringerung anderer 
Kohlens;LffcueiIen odcr alleiniger Verwendung von 
Lactose vom Start an. Wahrend der Durchfuhrung einer 
solchen Selektion erlaubt die in vivo Mutagenese durch 
Rekombination odcr durch explizitc Gcwinnung der 
Expressionsvektoren und Mutagenese ihrcr neuen Ge- 
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nc in vitro durch verschicdcnc Mutagcne odcr durch 
irgcndcine andcrc ubliche Tcchnik, anpassungsfahigc 
Verbcsscrungcn in dcr Fahigkeit, die gewiinschte kata- 
lytischc Funktion zu erfiillcn. Wenn zur gleichen Zeit 
Seleklionstechnikcn und zweckmaBige Bioassay-Tech- 5 
niken cxisticren, wie im vbrliegenden Fall, ist es mdglich, 
die Selcktionstcchniken anfangs zu verwenden, um die 
Representation dcr Wirtsbakterien, die die (J-gal-Funk- 
lion exprimiercn, anzureichcrn und dann ein Screening 
auf einer Pctriplatte an X-gal*Medtum durchzufuhren, 10 
um wirkungsvoll zu bestimmen, welches die positiven 
Zellen sind. In Abwcsenheit zweckmaBigcr Bioassays ist 
die Anwendung einer progrcssiv genauereh Selection 
der einfachste Weg, um ein oder eine kleine Zahl be- 
stimmtcr Wirtszellcn zu reinigen, deren Expressions- 15 
vcktoren fGrdie Protcine kodieren, die die gewOnschte 
Reaktion kaialytisiercn. 

Es ist m6glich, dicse Techniken zu verwenden, um 
neue Protcine zu finden.dic cine groGe Vielzahl struktu- 
rcller und funktioncller Charakteristika neben der Fa- 20 
higkeit, cine spezifischc Reaktion zu katalysiercn, besit- 
zen. Zum Beispiel ist es mflglich, ein Screening oder 
Selcktion ftir neue Proteinc durchzufuhren, die an cts- 
rcgulativc Slellen an der DNA binden, und dabei die 
Expression einer dcr Wirtszellcn-Funktioncn blockie- 25 
ren odcr die Transkription dcr DNA blockie r cn, die 
Transkription stimulicrcn usw, 

Im Fallc von E. coli cxprimicrt z. B. ein Klonmutant in 
dem Repressor des Lactose-Opcrons (i-) grundlegend 
die p-gal-Funktion aufgrund dcr Tatsache, daB der Lac* 30 
tosc-Operator nicht reprimiert ist. AIlc Zellen dieses 
Typs produziercn auf Pctriplattcn, die X-gal-Mcdium 
cnthaltcn, blaue Klone. Es ist mflglich, solche Wirtszel- 
len mit Exprcssionsvektoren zu transformicrcn, die 
neue Protcine synthetisicrcn und ein Screening mil 35 
X-gal-PctripIattcn durchzufuhren, um die Klone zu be- 
stimmen, die nicht blau sind. Untcr dicscn rcprascntic- 
ren cinigc den Fall, bei dem das neue Protein an den 
Lactose-Operator bindet und die Synthcsc von p-gal 
unicrdrOckt (reprimiert), Es ist dann mtfglich, solche 40 
Plasmide in Masse zu isolicren, zu rctransformiercn und 
solche Klone, die kcin p-gal produzicren, zu isolicren 
und danach cine dctailiertc PrOfung durchzufuhren. 

Selcktion von Protcinen t die zur Katalyse cincr Folgc 45 
von Rcaktionen fahig sind 

Nachfolgcnd beschreiben wir cin wcitcres Mittel der 
Selektion, das unabhdngige Anwcndungen croffnet, die 
auf dem Prinzip der gleichzeitigen und parallclcn Sclck- 50 
tion cincr bestimmten Zahl von rieucn Proteinen beru- 
hen, die dazu fahig sind, eine verbundene Sequcnz von 
Reaktionen zu katalysiercn. 

Die Basisidee dieses Verfahrens ist die folgende: Es 
wird ein anfangliches, ursprtingliches Ensemble von 55 
chemischen Verbindugnen als Aufbaublocke oder Kon- 
struktionselcmentc angenommen, von denen man er- 
hofft, daB sie cine oder mehrere gewunschte chemische 
Vcrbindungen mitiels einer katalysierten Sequenz von 
chemischen Reaktionen synthctisicren, wobei eine schr 
groBe Zahl von Rcakttonswcgcn cxisticrt, die teilwcisc 
oder vollsUndig fur cincn andcren ausgetauscht werden 
konncn, die alle ihermodynamisch moglich sind und die 
von dem Satz von Aufbaubldcken zu dcr gcwunschicn 
Ziclvcrbindung (Z'dverbindungcn) fuhrcn. Eine wirksa- e>5 
me Synthesc einer Ziclvcrbindung wird bcgtinsiigt, 
wenn jedc Stufe von mindestcnv cincm Reaktionsweg. 
dor von den Vcrbindungen dc^ Aufbaublocks zu dcr 
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Ziclvcrbindung fuhrt, aus Reaktionen besteht, von de- 
nen jede katalysiert wird. Auf der andercn Seite ist es 
relativ unwichtig, welcher der vielen unabhangigen oder 
teilweise unabhangigen Reaktionswcge katalysiert 
wird. In der vorstehenden Beschretbung haben wir ge- 
zeigt, wie es mtfglich ist, eine sehr groBe Zahl von Wirts- 
zellen zu erhalten, von denen jede ein bestimmtes neues 
Protein exprimiert. 

Jedes dieser neuen Proteine kommt in Frage, um cine 
odcr die andere dcr mttglichen Reaktionen in dem Satz 
aller muglichen Reaktionen zu katalysieren, die von 
dem Ensemble der Aufbaublocke zu der Zielverbindung 
flihren. Wenn eine ausreichend groBe Zahl stochasti- 
scher Proteine in einer Reaktionsmischung vorhanden 
ist, die die Aufbaublock-Verbindungen enthalt, so daB 
eine ausreichend groBe Zahl der mftg(ichen Reaktionen 
katalysiert wird, ist die Wahrscheinlichkeit sehr hoch 
daB cine verbundene Sequenz von Reaktionen, die von 
dem Satz dcr Aufbaublock-Verbindungen zu der Ziel- 
verbindung fflhren, durch cin Subsortiment der neuen 
Proteinc katalysiert wird. Es ist klar, da,B dieses Verfah- 
ren auf die Katalyse von nicht nur einer, sondern mehre- 
rer Ziclvcrbindungen gleichzeitig ausgedehnt werden 
kann, 

Auf dicsem Prinzip basicrend ist es mttglich, wie nach- 
folgcnd angegeben zu verfahren, um parallel einen Satz 
ncuer Proteinc zu selektiercn, die eine gewunschte Se- 
quenz von chemischen Reaktionen katalysiercn: 

1. Es wird dcr gewunschte Satz ven Verbindungcn 
spczifizicrt, der die Aufbaublocke bildct, wobci 
vorzugsweisc eine angemesscn groBe Zahl bc- 
stimmtcr chemischer Spezics verwendet wird, um 
die Zahl potentieller gleichzeiiiger Reaktionen, die 
zu dcr gewPnschtcn Zielverbindung fuhrcn, zu er- 
htfhcn. 

2. Es wird ein gecignetes Volumcn an Reaktionsmc- 
dium verwendet, dazu cine sehr groBe Zahl neucr 
stochastischer Proteine zugfOgt, die aus transfor- 
micrten oder transfektierten Zellen, die diese Pro- 
teinc synihetisieren, isoliert wurden. Es wird ein 
Versuch ausgefuhrt, um zu bestimmen, ob die Ziel- 
verbindung gebildet wird. Wenn dies der Fall ist, 
wird sichergestclh, daB diese Bildung die Gegen- 
wart der Mischung der neuen Proteine erfordert 
Wenn dies so ist, sollte die Mischung dann ein Sub- 
sortiment von Proteinen enthalten, die eine oder 
mehrere Reaktionswege, die yon dem Satz des Auf- 
baublocks zu der Zielverbindung fQhren, katalysie- 
rcn. Das anfSngliche Ensemble von Klonen, die den 
Satz der neuen stochastischen Proteine, das Sub- 
sortiment, das erforderlich ist, um die Sequenz von 
Reaktionen, die zu der Zielverbindung fUhren, zu 
katalysieren, ist zu reinigen und zu teilen. 

Genauer beschreiben wir nachfolgend a!s nicht ein- 
schrankendes Beispiel die Selcktion neuer Proteine, die 
dazu fahig sind, die Synthese eines spezifischen kleinen 
Pcptids. insbesondere eines Pentapeptids, ausgehend 
von cinem Aufblock, der aus kleineren Peptiden und 
Aminosauren besteht, zu katalysieren. Alle Peptide set- 
zen sich aus einer linearen Sequenz von 20 verschiede- 
nen Aminosau: c-Ancn zusammcn und sind von dem 
Amino- zum Carboxy-Ende orientiert. Durch Endkon- 
denstion zwcier kleincrer Peptide (oder von zwei Ami- 
nosauren) odcr durch Hydrolysc eines groBcren Pcpiid 
kann irgendcin Pcpiid in cincr cinzigen Stufc gcbildci 
werden. Ein Pcpiid mit MRcstcn kann so gcbildci wcr- 
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Jen durch M- 1 -Kondcnsationsrcaktionen. Die Zahl von 
Rcaktioncn, R, durch wclche cin Satz von Pcptiden mit 
dcr Lange 1, 2, 3, ... M Rertcn ineinander ubergefuhrt 
werden kann, ist grcOcr als die Zahl von moglichen 
molekularen Spezics (T). Dies kann ausgedruckt werden 
ats R/T=-M — 2. Ausgehend von eincm bestimmtcn En- 
semble von Peptiden kann so eine schr groBe Zahl von 
unabhangigen oder teilweise unabhiingigen Reaktions- 
wegen zur Synlhese eines spezifischen Zielpeptids fuh- 
ren. Es ist ein Peptapcptid auszuwahlen, dessen Gegen- 
wart leicht durch cinigc Gbliche Untersuchungsmctho- 
den, wic z. B. HPLC (FlGssigphascn-Hochdruckchroma- 
tographie), Papierchromatographie usw. bestimmt wer- 
den kann. Die Bildung eincr Pcplidbindung crfordcrt in 
eincm verdunnten waBrigcn Medium Encrgic, abcr 
wenn die Peptide, die an den Kondcnsationsrcaktionen 
tcilnchmen, angemesscn konztntricrt werden, ist die 
Bildung der Pcplidbindungcn thcrmodynamisch gcgen- 
uber dcr Hydroiysc begunstigt und iritt in Gcgcnwart 
eines geeignctcn enzymatischen Katalysators, z. B. Pep- 
sin odcr Trysin, wirkungsvoll in Erschcinung, ohne die 
Gegenwart von ATP oder andcrcn Vcrbindungcn mit 
hohcr Energic zu crfordcrn. Einc solchc Rcaktionsmi- 
schung von kleinen Pcptiden, dcrcn Aminosiiurcn radio- 
aktiv markicrt sind, urn als Tracer mit *H, M C, 35 S zu 
wirken und den Aufbaublocksatz darstcllt, kann in aus- 
reichend hohen Konzcntrationcn verwendet werden, 
urn zu Kondcnsationsrcaktionen zu fOhrcn, 

Es ist z. B. mdglich, wic folgt zu vcrfahrcn: 15 mg 
jeder dcr Aminosiiurcn und klcincn Peptide mit 2 bis 4 
Aminosaurcn, die zum Aufbau des Aufbaublocksalzcs 
ausgcwahlt wurden, werden in cinem Volumcn von 
0,25 ml bis 1,0 ml cincs 0,1 M Phosphatpuffers (pH - 7,6) 
gclost. Einc groBe Zahl von wic vorstchend beschric- 
ben, gcbildctcn und isolicrlcn ncucn Protcinen wird von 
ihrcn baktcrieUcn odcr andcrcn Wirtszcllcn gcrcinigt. 
Die Mischung dicser ncucn Proteine wird auf cine End* 
konzcntration in dcr GroBcnordnung von 0,8 bis 1,0 mg/ 
ml in dem gleichen Puffer gc!6st. 0,25 ml bis 0,5 ml dcr 
Protcinmischung werden zu dcr Mischung dcr Aufbau* 
blockc gegeben. Dicsc wird bei 25*C bis 40°C 1 bis 40 
Stundcn lang inkubicrt. Aliquotc Tcilc von 8 til werden 
in rcgclmaBigcn Intcrvallcn cntnommcn, der crstc als 
"Blindprobc*' verwendet und vor dcr Zugabc dcr Mi- 
schung dcr ncucn Protcinc genommcn. Dicsc aliquotcn 
Antcile werden durch Chromatographic untcr Vcrwcn- 
dung von n-Butanol-Essigsiiurc-Pyridin-Wasscr 
(30:6:20:24, als Volumcn) als Losungsmittcl analy* 
sicrt. Das Chromatogrnmm wird getrocknet und mittcls 
Ninhydrin odcr Autoradiographic (mit odcr ohne intcn- 
sivierende Filter) analysicrt. Weil die den Aufbaublock- 
satz bildende Vcrbindung radioaktiv markicrt ist, wird 
die Ziclvcrbindung radioaktiv scin und cine spczifischc 
Aktiviiat haben, die hoch genug ist, um cine Bcstim- 
mung bci eincm Gchalt von 1 bis 10 ng zu crmoglichcn. 
Anstcllc cincr Standnrd-chromatographischen Analyse 
ist cs moglich, HPLC (Hochdruck-Flussigkcits-Chroma- 
tographic) zu verwenden, die schncllcr und cinfachcr 
durchzufuhren ist. Im allgcmcincn konncn allc ublichcn 
-inalytischen Vcrfahrcn verwendet werden. Es ist des- 
halb moglich, cine Ausbcuic an dcr Ziclvcrbindung von 
weniger als cin Tcil pro Million Gcwichtstcilc, bc/ugen 
auf die Verbin Jungcn. die als anfanglichc Aufbaublockc 
verwendet wurden. /u bestimnien. 

Wenn untcr den oben besehriebenen Rcdingungen 
em Pcpt j pep i id gebildet wird, abcr nichi wenn ein Kx- 
t rak i \ erw endct w tul. der sich durch emu n l x pi cssions- 
v ck 1 1 »r. d*. r keme Mia has inched ( <cnc cnt h.tli. 1 r.msfm 
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miertcn Wirtszellen ableitet, ist die Bildung des Pepta- 
peptids nicht als Ergebnis bakterieller Verunreinigun- 
gen und erfordert so die Gegenwart einer Subkollektion 
(Teilmenge) der ncucn Proteine in der Reaktionsmi- 
5 schung. 

Die folgende Verfahrensstufe besteht in dcr Abtren- 
nung der besonderen Teilmenge von Zellen, die Expres- 
sionsvektoren mit den neuen Proteinen enthalten, die 
die Folge von Reaktionen, die zu dem Ziel Pentapeptid 
io fuhrt, katalysieren. Wenn z. B. die Zahl der Reaktionen, 
die diesc Sequenz btlden 5 ist, gibt es ca. 5 ncue Proteine, 
die die nolwendigen Reaktionen katalysieren. Wenn die 
Klonbank von Baktericn, die die Expressionsvektorcn 
enthaltcn, die fdr die neuen Gene kodieren, eine Zahl 
15 von bestirnmtcn ncucn Gcncn besitzt, die in der Grc3- 
Benordnung von einer Million ist, werden alle diesc Ex- 
pressionsvektorcn insgesamt isoliert und in 100 unier- 
schiedliche Kollcktioncn von 10 8 Baktericn retransfor- 
micrt, bei eincm Verha"Itnis von Vcktorcn zu Baktericn, 
20 das ausreichend nicdrig ist, das im Durchschnhi die Zahl 
dcr Baktericn in jeder Kollcktion, die transformicrt 
wird, ca. die Halftc dcr Zahl dcrursprunglichcn Gene ist, 
d. h. ca. 500 000. Die Wahrschcinlichkcit, daO irgendcin 
bestimmtcs dcr 100 Kollcktionen dcr Baktericn den gc- 
25 samtcn Satz von 5 kritischen ncucn Protcinen cnthalt ist 
deshalb (1/2)' - 1/32. Untcr den 100 anfdnglichen Baktc- 
ricnsiilzcn werden ca. 3 die 5 kritischen Transformato- 
rcn enthaltcn. In jedem dicser Sdtzc ist die Gcsamzahl 
von ncucn Gcncn "her nur 500 000 als einc Million. 
30 Durch aufcinandcrfolgcnde Wiedcrholungcn.dercn Gc- 
samtzahl im vorlicgcndcn Fall ca, 20 ist, werden nach 
diescm Vcrfahrcn filnf kritischc ncue Gene isoliert Die 
darauffolgcndc Mulagcncsc und Sclcktion dieses Satzcs 
von 5 stochastischen Gcncn crlaubt cine Vcrbcsscrung 
35 dcr notwendigen katalytischcn Funktioncn. In eincm 
Fall, in dem cs notwendig ist, cine Scqucnz von 20 Reak- 
tionen zu katalysieren und 20 Gene, die ncue Proteine 
kodieren, parallel dazu isoliert werden musscn, ist cs 
ausreichend, die Multiplizit&t dcr Transformation so 
40 cinzustcllcn, daB jeder Satz von 10 8 Baktericn 80% dcr 
10 6 stochastischen Gene empfangt um 200 solchcr Bak* 
teriensiitze zu verwenden. Die Wahrschcinlichkcit, daB 
allc 20 ncucn Protcinc in eincm Satz vorgefunden wer- 
den, ist 0,8 20 =k 0,01 5. Es werden deshalb ca. 2 von den 200 
45 Siitzcn, die die 20 r.cucn Gene besitzen, die notwenig 
sind, um die Bildung dcr Ziclvcrbindung zu katalysieren. 
Die Zahl dcr fur die Isolation der 20 ncucn Gene crfor- 
derlichcn Zyklen ist in der GroBenordnung von 30. 
Die vorstchend beschricbcncn Prinzipicn und Ver- 
so fahrcn kcinncn vom Fall der Peptide auf vcrschiedcnc 
Gebiete dcr Chemic verallgcmcincrt werden, in denen 
chcmischc Rcaktioncn in eincm waBrigcn Medium 
stattfinden bei Tempcratur-, pH- und Konzcntrations- 
bedingungen, die cine allgemcinc enzymatische Funk- 
55 tion crlauben. In jedem Fall ist es notwendig, cine Un- 
tcrsuchur.gsmethode zu verwenden, um die Bildung dcr 
gewunschten Zielverbindung (Zielvcrbindungcn) zu bc- 
stimmen. Es ist auch notwendig, einc ausreichend groOe 
Zahl von Aufbaublockverbindungcn auszuwahlen, um 
60 die Zahl dcr Reaktionsscqucnzcn, die zu dcr Ziclvcrbin- 
dung fuhrcn, zu crhohen. 

Das konkretc Bcispicl, das fur die Symhcsc cincs Zicl- 
Pcntap:ruids angegeben wurdc, kann auch wic folgt 
vcraHgcmc^cri werden. 

Das bcschricbcnc Vcrfahrcn cr/.eugt ncben andcrcn 
Produktcn siochastische Peptide und Protcinc. Diesc 
Peptide oder Proteine konnen katalytisch oder auf an- 
dcre Wcisc.auf andere Vcrbindungcn wirken. ( »leieher- 
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maBcn konnen sic auch die Substrate bilden, auf die sie 
einwirken. Es ist deshalb moglich, anhand der Fahigkei t 
solcher stochastischer Peptide oder Protcine, aufeinan- 
der einzuwirken, zu selektieren (oder zu screenen), und 
dabei die Konformation, die Struktur oder die Funktion 
von einigen von ihnen zu modifizieren. Auf ahnliche 
Weise ist es moglich, auf die F&higkeit dieser Peptide 
und Proteine, unter sich selbst Hydrolyse, Kondensa- 
tion, Transpeptidisierung oder andcre Reaktionen, die 



minution des Programmes der transformierten Klone 
isoiiert werden. Zusatzlich kann ein autokatalytischer 
Satz kodierte Peptide cnthalten, die anfanglich durch 
die stochastischen Gene kodiert sind und kontinuierlich 
in dem autokatalytischen Satz synthetisiert werden. Urn 
dicse kodierte Teilmenge von Peptiden und Proteinen 
zu isolieren, kann der autokatalytische Satz verwendet 
werden, urn durch Immunisierung in einem Tier polyklo- 
na!e Seren zu erhallen, die eine sehr groQe Zahl der 



die Peptide modifizieren, zu katalysicren, zu selektieren jo Bestandteile des autokatalytischen Satzes erkennen. 



(oder zu screenen). Die Hydrolyse eines bestimmten sto- 
chastischen Peptids durch mindestens ein Glied des Sat- 
zes der stochastischen Peptide und Proteine kann z* B. 
verfolgt und durch radioaktive Markierung des be- 
stimmten Proteins, gefolgt durch eine Inkubalion mit 15 
einer Mischung des stochastischen Proteins in Gegen- 
wart eines Ions, wie Mg, Ca, Zn, Fe, und ATP oder GTP 
gemcssen werden. Das Auftreten radioaktiver Bruch- 
stucke des markierten Protein wird dann wie beschrie- 
ben gemessen. Das stochastiche Protein (Proteine), das 20 
diese Reaktion katalysiert, kann wieder, zusammen mit 
dem Gen (Genen), das es produziert, durch aufeinander- 
folgende Diminution des Programms der transformier- 
ten Klone, wie oben beschrieben, isoiiert werden. 

Eine Auswchung des Verfahrens besteht in der Sclck- 25 
tion eines Ensembles stochastischer Peptide und Poly- 
peptide, die fahig sind zur Katalyse eines Satzes von 
Reaktionen, die von den anfanglichen Aufbaubldcken 
{Aminosaurc und kleine Peptide) zu einigen der Peptide 
oder Polypeptide des Satzes fOhren. Es ist deshalb auch 30 
mdglich, ein Ensemble zu selektieren, das zur Katalyse 
seiner cigenen Synthcse fahig ist. Ein solcher rcflcktivcr 
autokatalytischer Satz kann in einem Chemostatcn cin- 
gcrichtet sein, worin die Rcaktionsproduktc konstant 
verdOnnt werden, aber worin die Konzcntration der 35 
Aufbaubldcke konstant bleibt. Alternativ kann die Syn- 
thcse eines solchcn Satzes durch EinschluB des komplc- 
xen Satzes der Peptide in Liposomen miltcls ublicher 
Methodcn untcrstiitzt werden. In einer hypertoncn 
wiiGrigen Umgebung, die solchc Liposomen umgibt, 40 
verringcrt die unter Bildung grOQercr Peptide verlau- 
fendc Kondensationsreaktion den osmotischen Druck 
innerhalb der Liposome, trcibt durch die Kondensa- 
lionsreaktionen gcbildcte Wassermolekulc aus den Li- 
posomen und begunstigt damit die Synthcse groQcrcr 45 
Polymercr. Die Existenz eines solchcn autokatalyti- 
schen Ensembles kann durch zweidimchsionale Gel* 
elektrophorese und durch HPLC nachgewicscn werden, 
die die Synthcse einer stabilen Vcrlcilung von Peptiden 
und Polypetpidcn zeigen. Das gceigncte Reaktionsvolu- 50 
men hangt von der Zahl der verwendeten molekularen 
Spczies ab und von den Konzentrationen, die notwen- 
dig sind, urn die Bildung der Peptidbindungen gegen- 
iibcr ihrer Hydrolyse zu begunstigen. Die Vertcilung 
molekularer Spczien eines autokatalytischen Ensembles 55 
kann aufgrund des Entstehens verschiedener autokata- 
lytischer Ensembles frei variicren oder geandert wer- 
den. Die Peptide und Polypeptide, die einen autokataly- 
tischen Satz aufbauen, konnen bestimmte Elemente ge- 
meinsam mit dem groGen anfanglichen Ensemble (auf- 60 
gcbaut aus kodlenen Peptiden und Polypetiden wic 
durch unter Verfahrcn beslimmt) besitzen, konnen abcr 
auch Peptide und Polypetide enthalten, die nicht durch 
das Ensemble stochastischer Gene, die fur das anfangli- 
che Ensemble kodieren, kodiert sind. 65 

Der Satz stochastischer Gene, desscn Produktc not- 
wendig sind. urn einen solchcn autokatalytischen Sat/. iu 
schuffen, konnen wie beschrieben durch sequL-niicllc Di- 



Diese Seren kfinnen verwendet werden, urn das Pro- 
gramm der stochastischen Gene zu screenen, urn diese 
Gene zu finden, die Proteine exprimieren, die dazu fahig 
sind, mit den in den Seren vorhandenen Antikdrpern zu 
kombinieren. 

Dieser Satz stochastischer Gene exprimiert eine gro- 
Oe Zahl von kodierten stochastischen Proteinen, die in 
dem autokatalytischen Satz weiterbestehen. Die ver- 
bleibenden der kodierten Bestandteile eines solchen au- 
tokatalytischen Satzes kGnnen durch fortgesetzte Dimi- 
nution des Programmes der stochastischen Gene iso- 
iiert werden, von denen die durch immunologische Me- 
thoden bestimmte Teilmenge zuerst entfernt wurde. 

Solche autokatalytische Satze von Peptiden und Pro- 
teine, die wie angegeben erhallen werden, kSnnen eine 
Zahl praktischer Anwendungen finden. 

Patentanspruche 

1. Verfahrcn zur Herstellung von Peptiden, Poly- 
pepliden oder Proteinen mit einer spezifischen Ei- 
genschaft, welches folgende Stufen umfaOt: 
in einem gemeinsamen Milieu werden gleichzcitig 
Gene hergcstcllt; 

die so erhaltenen Gene werden in Wirtszcllen cin- 
gebracht; 

die unabhdngigen Klone der transformierten 
Wirtszellen, die die Gene enthalten, werden glcich- 
zeitig kultiviert, um die Gene zu klonieren und die 
Bildung von Peptiden, Polypcptiden oder Prote- 
inen, die durch jedes dieser Gene exprimiert wer- 
den, zu bewirken; 

es wird ein Screening und/oder eine Sclektion an 
solchen Klonen transformierter Wirtszellen durch- 
gefuhrt, um die Klone zu identifizieren, die Peptide, 
Polypeptide oder Proteine mit mindestens einer 
spezifischen Eigenschaft bilden; 
die so identifizierten Klone werden isoiiert; und in 
einer Weise vermehrt, um mindestens ein Peptid, 
Polypeptid oder Protein mit der spezifischen Ei- 
genschaft zu produzieren, dadurch gekennzeich- 
net f daQ die Gene zumindest teilweise aus stocha- 
stischen synthetischen Polynukleotiden bestehen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daQ die Gene durch stochastische Copoly- 
merisation der vierten Art von Deoxyphosphonu- 
kleotiden A, C, G und T gebildet werden, ausgc- 
hend von den zwei Enden eines vorher linearisier- 
ten Expressionsvektors, dann durch Bildung zweier 
kohasiver Enden, um einen ersten Strang von sto- 
chastischer DNA zu bilden, der aus einem Molekui 
des Expressionsvektors aufgebaut ist, der zwei sto- 
chasi> r he Sequenzen besitzt. dessen 3'-Endcn 
kompIen'^nUr sind, gefolgt von der Synthcse des 
zweiten Stranges der stochastischen DNA. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet.daQ die Gene durch stochastische Copoly- 
mcrisation von doppclstra 1 ngigen Oligonuktcott- 
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den, die a cine kohasiven Enden besitzen, in einer 
solchen Weise hergcste!!;. wcrden, um Fragment 
von stochastischer DNA zu bilden, gcfolgt durch 
Ligierung dieser Fragmente in cinem vorher iinea- 
risicrten Expressionsvektor. 5 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Oligonucleotide cine Gruppe pal- 
indromischer Octamerer bilden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daO die Gruppe palindromischer Octame- 10 
rer die folgende Gruppe is t: 



5 1 


GGAATTCC 


3 ' 


5 ' 


GGTCGACC 


3 • 


5 ' 


CAAGCTTG 


3' 


5 ' 


CCATATGG 


3 1 


5 ' 


CATCGATG 


3» 



6. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daBdieOli go nuk! cot id ceineGruppcp a 1- 25 
tndromischer Hep tamercr bilden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6 t dadurch gekenn- 
zcichnet, daO die Gruppe palindromischer [hepta- 
mercr die folgende Gruppe ist: 

30 

5 ' XTCGCGA 3 ' 
5 ' XCTGCAG 3 1 
5 1 RGGTACC 3 1 35 

worin X = A. G, Coder T. und R - A odcrT. 
3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Eigcnschift die Fahigkeit ist. cine 
bestimmte chemische Rcaktion zu kaialysicrcn. 40 

9. Verfahren nach Anspruch 1 zur Hersteilung von 
verschicdenen Peptidcn und/oder Polypeptides 
dadurch gekennzeichnct, daO die E*gcnschaficn die 
Fahigkcit :st, cine Seque.nz von Rcaktioncn, cie von 
einer bcstimmten Gruppe anfaTiglicher cherr.ischcr 45 
Vcrbindungen zu mindestens einer Zie!verb:ndung 
fCihren, zu kataiysieren. 

10. Verfahren nach Anspruch 3 zur Hersteilung ei- 
nes Ensembles, das aus mchr als einem Peptid, 
Poiypeptid und/oder Protein besteht, das r?fie>iv 5.3 
au'okatalytisch is;, dadurch gckennzeichnet, daB 
die Eigenschaft die Fah:gkcit ist, die Synthese des 
Ensembles selbst, ausgehend von Aminojauren 
und/oder Oligopeptiden zu kataiysieren. 

11. Verfahren nach Anspruch I, dadurch gekern- 55 
zcichnet, da3 die Eigenschaft die Fahigkeit ist, se- 
lek ti v die chemtschen und/oder biologischen Eigen- 
scha fi.cn einer bestimm;en Verbindung zu Ticdifi- 
zieren. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch cr-.ern- 
zc chnet. daQ die Eigenschaft d;e Fahigkeit ist. sc- 
le 1 -. tiv d:e katalyt'sche Aktivitat ernes Pepud \ roi ; - 
peptids oder Pro'eins zu mGdu'izieren. 

1 3. Vcrf jhr':n nach A r.syruch \ ) , dadur.;h .: e k 0 n n • 
/ e ; c h n ■: t . d a 3 die E : g e : v. c h a f t die F .1 h : -c. k e : t \ . t . m : n ■ 
des: ens em*_- CioV; ;psc^ c : : 'mk::'.,n '-on m ,nde /ens 
n e r 1: io:o v: 1 ak : : \ ■: n ; r ': ; u > m , he r : n 

> v ;t_ r / 'j f ^ ■ >d 1 1 ■ 1 e r t; ; ) 
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M. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es die Eigenschaft ist, mindestens ein 
einem dcr Epitope eines bestimmten Antigens ahn- 
liches Epitop zu besitzen, 

1 5. Verfah ren nach Anspruch 1 1 und 14, dadurch 
gekennzeichnet, daQ die Eigenschaft die Fahigkeit 
ist, die Wirkungen eines biologisch aktiven Mole- 
ktils zu simuiieren oder zu modifizieren und dad das 
Screening und/oder die Selektion der Klone trans- 
formicrter Wirtzellen, die wen:gstens ein Peptid, 
Po'ypeptid oder Protein mil dieser Eigenschaft 
produzieren, ausgefuhrt wird durch Hersteilung 
von Antikbrpcm gegen das Molckul und Verwen- 
dung d;eser so erhaltencn Antikurpcr, um diese 
Klone, die diese Peptide, Polypeptide oder Proteine 
cnthalten, zu identifizieren, dann durch Vermeh- 
rung der so identifizierten Klone und Abi, ^.-.r.ung 
und Reinigung der durch diese Klon-. ,>roduzierte.n 
Peptide, Polypeptide oder Proteine und schlieQIich 
dadurch, daB man dieses Peptid (Peptide), Poiypep- 
tid (Polypeptide) oder Protein (Proteine) einer Un- 
tersuchung in vitro unterwirft, um fcstzustellen, daB 
es tatsachlich die Fiihigkeit besitzt, die Wirkung 
dieses MoickLls zu simuiieren oder zu modifizicrcn. 

16, Verfahren r.ach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Antigen EG Fist. 

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Klone iransforrr.icrtcr Wirtszellcn. 
die Peptide, Polypeptide oder Proteine mit der spc- 
zifischen Eigenschaft produzieren, durch Affimtats- 
chromatographie an Antikcirpcrn, die einem Prote- 
in entsprechen, das durch das naturiichc Fragment 
des DNA-Hybrids cxprimicrt ist, identifiziert und 
isolicrt wcrden. 

13. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Eigenschaft die Fahigkeit ist, an 
einc bestimmte Verbindung zu binden. 

19. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Verbindung ausgewahh ist aus 
Peptiden, Pciypcptidcn oder Protcincn. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Proteine Proteine sind, die die 
Transkripticnsaktivitcit oder Replikation dcr DNA 
regulicrcn. 

21. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB cie Verbindung ausgcwahl: ist unter 
den Sequcnzen von DNA und RNA. 

22. Verfahren gemaB Anspruch 21, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB die erhaltencn Proteine die Fa- 
higkeit besitzen, die Transknptionsaktivitat, die 
Replication oder die Stabiiitat von DNA zu modi:':- 
ziercn 

23. Ar.wendung des Vcrfahrens gemaB Anspruch 
14 oder Anspruch 15 zur Hersteilung eines Impf- 
stot fei. 



